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 Streszczenie   
Cel pracy: Liczne badania pokazały, że obecność rozsianych komórek nowotworowych (RKN) w szpiku kostnym 
u pacjentek chorych na raka piersi związana jest z niekorzystnym rokowaniem. Metodą standardową w oznacza-
niu RKN jest immunocytochemia (ICC). Metody molekularne, takie jak RT-PCR, są również dostępne, dotychczas 
jednak nie są one stosowane rutynowo w detekcji RKN. Celem pracy była ewaluacja nowej metody molekularnej 
do oznaczania RKN.
Materiał i metody: Zbadane zostały aspiraty szpiku kostnego pochodzące od 405 pacjentek z rakiem pier-
si. Połowę pobranego szpiku badano immunocytochemicznie, drugą połowę - nową metodą molekularną opartą 
na technologii RT-PCR. Immunocytochemię przeprowadzano zgodnie z zaleceniami Niemieckiego, Austriackiego 
i Szwajcarskiego Towarzystwa Chorób Piersi oraz grupy ISHAGE (przeciwciało A45B-B3). RT-PCR przeprowadzano 
w konwencji One-step, ampliﬁ kacja mRNA cytokeratyny 19 rejestrowana była w czasie rzeczywistym („real-time”). 
Wyniki: W 142 z 405 (35%) pobranych szpików wykryto rozsiane komórki nowotworowe metodą RT-PCR. U 34% 
pacjentek wykryto RKN immunocytochemicznie. 48% aspiratów było pozytywnych przy użyciu przynajmniej jednej 
z metod. W 73% przypadków uzyskano ten sam wynik przy pomocy obu metod (p<0,001).
Wnioski: Prezentowana w tej pracy nowa metoda molekularna do detekcji rozsianych komórek rakowych, a tym 
samym choroby resztkowej u pacjentek z rakiem piersi, jest czuła, szybka i z uwagi na powtarzalność wyników 
może zastąpić / uzupełnić dotychczasowe metody.
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 Abstract   
Objectives: Numerous studies have shown that the presence of clinically occult disseminated tumor cells (DTC) 
in the bone marrow (BM) of breast cancer patients is associated with an unfavourable clinical outcome. Immunocy-
tochemistry (ICC) remains the gold standard for their detection. Assays based on RT-PCR are available; however, 
so far they have not been used for routine detection of DTC. Therefore, the purpose of this study was to evaluate a 
newly established molecular method for the detection of DTC.
Materials and methods: BM aspirates from 405 patients were examined. Half of the samples were immediately 
inserted into ICC and the other half was examined with our newly established molecular method based on RT-PCR. 
Immunocytochemistry was performed according to the Consensus Recommendations of the German, Austrian, 
and Swiss Societies of Senology and ISHAGE Working Group (A45B-B3 antibody). RT-PCR was conducted as a 
one-step real-time assay. Cytokeratin 19-mRNA was ampliﬁ ed.
Results: In 142 of 405 (35%) aspirates disseminated tumor cells were detected by RT-PCR. In 34% of patients 
DTC were detected by ICC. 48% of the BM samples were positive by at least one method. In 73% of the patients 
identical results were obtained (p<0,001).
Conclusion: Our newly established molecular assay for the detection of disseminated tumor cells, and thus mi-
nimal residual disease, is sensitive, fast and reproducible, and has a potential to be used as a conﬁ rmatory or 
alternative test for DTC detection.
  Key words: breast cancer / disseminated tumor cells / immunocytochemistry / 
        / RT-PCR / cytokeratin / 
Wstęp
Rozsiane komórki nowotworowe (RKN) w szpiku kostnym 
(SK) wykrywane są u ok. 20-40% pacjentek z pierwotnym ra-
kiem piersi i związane są z gorszym rokowaniem [1-3]. Coraz 
więcej badań sugeruje, iż fenomen przenikania pojedynczych ko-
mórek rakowych do obiegu krwi i ich pozostawania w szpiku nie 
ogranicza się do raka piersi, a obserwowany jest w innych guzach 
litych, takich jak rak prostaty, okrężnicy i nowotworach gineko-
logicznych [4-9]. „Złotym standardem” w oznaczaniu RKN jest 
immunocytochemia (ICC). Metody molekularne, takie jak RT-
PCR, również znajdują zastosowanie, jednak jak dotąd nie zosta-
ły wprowadzone do rutynowej diagnostyki klinicznej.
Immunocytochemia jest jedyną jak dotąd metodą stosowaną 
w detekcji RKN, której kliniczne znaczenie zostało potwierdzo-
ne w badaniach prognostycznych z długim okresem follow-up. 
Opublikowana w roku 2005 przez Brauna i wsp. metaanaliza 
pokazała na grupie ponad 4700 pacjentek statystycznie istotny 
wpływ obecności komórek rozsianych w szpiku kostnym na 
przeżycie [1]. Daleko posunięta standaryzacja immunocytoche-
mii to zasługa m.in. ujednoliconych rekomendacji towarzystwa 
ISHAGE oraz „Konsensus-Meeting” Niemieckiego, Szwajcar-
skiego oraz Austriackiego Towarzystwa Raka Piersi [10, 11].
Nasza grupa badawcza opracowała protokół oparty na me-
todzie RT-PCR z analizą ilości produktu w czasie rzeczywistym 
(„real-time”). Protokół został zoptymalizowany w celu imple-
mentacji w rutynowej diagnostyce w laboratorium klinicznym 
Uniwersyteckiej Kliniki Ginekologii i Położnictwa w Tybindze. 
Materiał i metody
Po otrzymaniu zgody poinformowanej aspiraty szpiku kost-
nego zostały pobrane śródoperacyjnie od 405 pacjentek chorych 
na raka piersi, leczonych w certyfi kowanym Centrum Chorób 
Piersi przy Uniwersyteckiej Klinice Ginekologii i Położnictwa 
w Tybindze w okresie między styczniem 2003 i lipcem 2006. 
Protokół badania został zaakceptowany przez komisję etyki Uni-
wersytetu w Tybindze. W badaniu wzięły również udział pacjent-
ki z rakiem piersi w wywiadzie, u których przeprowadzona zosta-
ła repunkcja SK w ramach badania „Follow-up”. W znieczuleniu 
ogólnym lub miejscowym aspirowano 10-20ml SK z talerza bio-
drowego do probówek zawierających heparynę, stosując techni-
kę Jamshidi [12]. W ciągu 30 min. po dotarciu do laboratorium 
aspiraty dzielone były na dwie próby i opracowywane. W jednej 
połowie pobranego SK komórki rakowe oznaczane były metodą 
immunocytochemiczną, w drugiej zaś – za pomocą nowej meto-
dy molekularnej (RT-PCR).
Immunocytochemia
Izolacja i detekcja komórek nowotworowych oparte były 
na międzynarodowych zaleceniach dotyczących wykrywania 
RKN [10]. Aspiraty SK poddano wirowaniu w gradiencie gęsto-
ści przy użyciu Ficoll-Hypaque (gęstość 1,077g/ml, Biochrom, 
Niemcy). Komórki jednojądrzaste zbierane zostały z warstwy 
interfazowej i zwirowane na szkiełko mikroskopowe (centry-
fuga Hettich, Niemcy) (106MNC /spot). Do oznaczania komó-
rek cytokeratyno(CK)-pozytywnych, preparaty były utrwalane 
w 4% obojętnej zbuforowanej formalinie przez 10min., a następ-
nie płukane w odczynniku PBS. Zautomatyzowane barwienie 
przeprowadzano na aparacie DAKO Autostainer przy pomocy 
przeciwciała monoklonalnego A45-B/B3 (Micromet, Niemcy) 
i zestawu diagnostycznego DAKO-APAAP (DakoCytomation, 
Dania) zgodnie z zaleceniami producenta. Przeciwciało A45-B/
B3 skierowane jest przeciw epitopom cytokeratyny, takim jak 
heterodimery 8/18 i 8/19. Linia komórek ludzkiego raka piersi 
MCF-7 posłużyła jako kontrola pozytywna. Leukocyty zdrowych 
dawców użyte zostały jako kontrola negatywna. Na każdego pa-
cjenta przeanalizowane zostało 3x 106 komórek jednojądrzastych 
S k r ó t y / A b b r e v i a t i o n s
SK szpik kostny (bone marrow – BM)
CK cytokeratyna (cytokeratin)
RKN rozsiane komórki nowotworowe (disseminated tumor cells – DTC)
ICC immunocytochemia (immunocytochemistry)
ISHAGE International Society for Hematotherapy and Graft Engineering 
PBS sól ﬁ zjologiczna buforowana fosforanem (phosphate buﬀ ered saline)
PCR reakcja łańcuchowa polimerazy (polymerase chain reaction)
RT-PCR reakcja łańcuchowa polimerazy z użyciem odwrotnej transkryptazy 
 (reverse transcription polymerase chain reaction)
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na dwóch szkiełkach mikroskopowych. Analizy dokonano na 
Automated Cellular Imaging System (ACIS, ChromaVision Me-
dical Systems, San Juan, Capistrano, USA). Szczegółowe infor-
macje dotyczące tego systemu diagnostycznego znaleźć można 
w innej publikacji [13]. Kryteria morfologiczne do oznaczania 
RKN oparto na rekomendacjach Europejskiej Grupy Badawczej 
ISHAGE oraz zaleceniach dot. ustandaryzowanej diagnostyki 
rozsianych komórek nowotworowych [11, 10].
RT-PCR
Natychmiast po otrzymaniu aspiratu, do szpiku kostnego do-
dawano 50ml odczynnika RNA/DNA Stabilization Reagent for 
Blood/Bone Marrow (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy), 
który powoduje lizę komórek i stabilizuje kwasy nukleinowe za 
pomocą tiocyjanianu guanidyny. Następnie próby zamrażano 
w temperaturze -20°C. Po zebraniu 5-10 aspiratów próby były 
rozmrażane i opracowywane równocześnie. mRNA ekstrahowa-
no przy pomocy mRNA Isolation Kit for Blood and BM (Ro-
che Diagnostics), którego działanie opiera się na technologii 
szklanych cząstek magnetycznych. System ten pozwala uzyskać 
oczyszczone mRNA podczas dwustopniowej procedury puryfi -
kującej. Izolację mRNA przeprowadzano zgodnie z zaleceniami 
producenta. W końcowym etapie uzyskane mRNA rozcieńczano 
w 10μl wody DEPC. Po zakończeniu etapu izolacji mRNA rozpo-
czynano jednostopniową (one-step) procedurę RT-PCR w syste-
mie LightCycler®. Amplifi kowano fragment genu syntezującego 
CK19 przy pomocy RNAMaster Hybridization Probes Kit (Roche 
Diagnostics). Uzyskiwano produkt amplifi kacji o długości 309 
par zasadowych. 5 μl mRNA poddawano RT-PCR w mieszaninie 
o stężeniu 3 mM Mn[OAc]2, do której dodawano 0,5μM każdego 
z primerów (primer A: AGATCCTGAGTGACATGCGAA; pri-
mer B: CCCAGCTGGGCTTCAATAC) oraz 0.125 μM każdej 
sondy (sonda A: CCCTTCAGGGGTCTTGAGATGAGCx, son-
da B: LCRedGCAGTCACAGCTGA-GCATGAAAGCp). 
Primery oraz sondy były specyfi czne dla genu CK19 oraz 
zostały zaprojektowane w taki sposób, aby uniknąć amplifi ka-
cji opisanego w literaturze pseudogenu CK19 14 (Tibmolbiol, 
Niemcy). Fazę odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w tempe-
raturze 60°C w czasie 20 min., a następnie rozpoczynano reakcję 
łańcuchową polimerazy (PCR) (Hotstart w temp. 95°C przez 30 
sekund i 50 cykli: 95°C przez 1 sek., 55°C przez 15 sek., 72°C 
przez 13 sek.). Produkty PCR analizowano przy pomocy meto-
dy Fit Points dostępnej w oprogramowaniu LightCycler®. Spe-
cyfi czność sprawdzano dołączając do prób kontrolę negatywną 
w postaci mRNA wyizolowanego z krwi zdrowego dawcy. Do-
datkowo opracowywano próbę o zawartości wody destylowanej, 
aby wykluczyć potencjalne zanieczyszczenie odczynników oraz 
sprzętu. Do każdej transzy dołączano jedną kontrolę pozytywną 
z komórek linii MCF-7 w 5ml krwi od zdrowego dawcy. 
Dane opracowywano posługując się oprogramowaniem LC 
3.5 Fit Points. Wyniki porównywane były z wyznaczoną uprzed-
nio krzywą standardową. Granicą wykrywalności było 5 komó-
rek linii MCF-7 dodanych do 3 x 106 komórek jednojądrzastych. 
Gen referencyjny (house-keeping) GAPDH amplifi kowano wraz 
ze specyfi cznymi primerami w celu sprawdzenia integralności 
RNA.  
Statystyka
Analiza statystyczna została przeprowadzona przy pomocy 
programu SPSS (Version 16). Test Chi-kwadrat został użyty do 
określenia związku pomiędzy obecnością RKN w szpiku kost-
nym a czynnikami kliniczno-patologicznymi. Wartości p poniżej 
0,05 uznano za istotne statystycznie. 
Wyniki
Charakterystyka badanych grup pacjentek
405 pacjentek zostało włączonych do badania. Szpik kostny 
został pobrany śródoperacyjnie od 331 pacjentek z pierwotnym 
nieprzerzutowym rakiem piersi, z czego 29 pacjentek znajdowa-
ło się po chemioterapii neoadjuwantowej. Kolejnych 19 szpików 
pobrano od pacjentek ze wznową lub przerzutami. Punkcję SK 
przeprowadzono również u 55 pacjentek z rakiem piersi w wy-
wiadzie, bez objawów nawrotu choroby bądź zmian przerzuto-
wych. W tabeli I przedstawiono wyniki badania zarówno immu-
nocytochemicznego, jak i RT-PCR, wśród poszczególnych grup 
pacjentek. 
Analiza immunocytochemiczna
W 34% aspiratów wykryte zostały komórki nowotworowe. 
Rycina 1 przedstawia typowo zabarwioną komórkę nowotworo-
wą ze szpiku kostnego. Ilość CK-pozytywnych komórek sięgała 
od 1 do 8 (średnia 2,17; odchylenie standardowe 0,11). Najwię-
cej wyników pozytywnych obserwowano w grupie pacjentek ze 
wznową / przerzutami (58%), najmniej – u asymptomatycznych 
pacjentek z rakiem piersi w wywiadzie (20%).
Analiza metodą RT-PCR
U 142 z 405 (35%) pacjentek wykryto RKN za pomocą RT-
PCR. Rycina 2 pokazuje przykładowy przebieg analizy RT-PCR 
w czasie rzeczywistym (real-time). U 48% pacjentek po zakoń-
czonej terapii neoadjuwantowej badanie RT-PCR dało wynik po-
zytywny, jak również u 42% pacjentek ze wznową lub przerzu-
tami oraz 37% pacjentek z pierwotnym rakiem piersi, u których 
pierwszym etapem leczenia była operacja. Najmniej wyników 
pozytywnych zaobserwowano w grupie pacjentek po przebytym 
raku piersi bez objawów nawrotu choroby (15%).  
Porównanie immunocytochemii i RT-PCR
405 aspiratów zostało zbadanych przy pomocy obydwu me-
tod. 48% aspiratów dało wynik pozytywny przy użyciu przynaj-
mniej jednej z nich. W 294 przypadkach (73%) uzyskano taki 
sam wynik (p<0,001, test chi-kwadrat; tabela II). W przypadku 
111 aspiratów przeprowadzone badanie dały odmienne rezultaty. 
Częstość wyników pozytywnych wynosiła: RT-PCR – 35%, na-
tomiast ICC – 34%. 196 z 405 (48%) szpików było pozytywnych 
za pomocą przynajmniej jednej z dwóch metod.
Rozsiane komórki nowotworowe a uznane czynniki kliniczno-
patologiczne
Na grupie 302 nieleczonych neoadjuwantowo pacjentek 
z pierwotnym rakiem piersi przeprowadzono dalszą analizę sta-
tystyczną. W grupie tej badanie immuno cytochemiczne wyka-
zało 33% wyników pozytywnych, natomiast przy pomocy RT-
PCR uzyskano wynik pozytywny w 37% przypadków. Tabela III 
przedstawia częstość występowania RKN (zarówno w ICC, jak 
i RT-PCR) w zależności od czynników kliniczno-patologicznych, 
takich jak lokalizacja guza, stadium TNM, stopień zróżnicowania 
(grading), typ histologiczny, lymphangiosis carcinomatosa, stan 
receptorów estrogenowych, progesteronowych oraz HER2. Dla 
żadnego z tych czynników nie stwierdzono istotnej statystycznie 
korelacji, niezależnie od zastosowanej metody.
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Porównanie obu metod pod względem możliwości ich 
zastosowania w pracy laboratorium onkologicznego 
W ramach badania przetestowana została nowa metoda 
molekularna oparta na RT-PCR. Szczególną uwagę zwrócono 
na następujące aspekty: czułość, specyfi czność, powtarzalność 
wyników, czas trwania, koszty oraz obciążenie personelu. Za-
równo immunocytochemia, jak i RT-PCR wykazywały podobną 
czułość, jak i specyfi czność. Czas ręcznego opracowywania był 
podobny, jednak czas oczekiwania na wynik był istotnie dłuższy 
dla immunocytochemii (5 godzin vs. 2 dni). Różnica ta wyni-
ka z konieczności pozostawienia szkiełek mikroskopowych do 
wysuszenia i wznowienia obróbki następnego dnia. Koszt opra-
cowania jednego szpiku kostnego był niższy w przypadku immu-
nocytochemii (13 euro vs. 35 euro), analiza ta nie zawiera jednak 
kosztów personelu. W przypadku RT-PCR nie jest konieczna 
natychmiastowa obróbka aspiratu, co pozwala na przechowywa-
nie próbek do czasu zgromadzenia materiału od większej liczby 
pacjentek (batching). W ten sposób zmniejszone zostaje obciąże-
nie personelu. Tabela IV przedstawia porównanie obu metod pod 
względem najważniejszych aspektów.
Hematogenny rozsiew komórek guza pierwotnego jest 
ważnym krokiem w kaskadzie przerzutowej. Mimo wolnych 
od przerzutów węzłów chłonnych i bezpiecznego marginesu 
resekcji (R0), u ok. 30% pacjentek z pierwotnym rakiem piersi 
zdiagnozowane zostaną przerzuty odległe bądź wznowa w prze-
biegu choroby. W ciągu ostatnich dwóch dekad określono szereg 
nowych czynników rokownicznych w pierwotnym raku piersi. 
Wielu badaczy wykazało, iż obecność rozsianych komórek no-
wotworowych w szpiku kostnym istotnie pogarsza rokowanie pa-
cjentek [1, 15]. W literaturze anglojęzycznej fenomen rozsiewu 
pojedynczych komórek guza do krwiobiegu przyjęło się określać 
jako tumor cell dissemination, a same komórki nabłonkowe jako 
disseminated tumor cells (rozsiane komórki guza) bądź dissemi-
nated epithelial cells (rozsiane komórki nabłonkowe). W istocie, 
ze względu na brak specyfi cznych markerów rakowych, zdecy-
dowana większość metod diagnostycznych opiera się na detekcji 
antygenów epitelialnych. Obecnie standardem w wykrywaniu 
rozsianych komórek nowotworowych jest oznaczanie cytokera-
tyny za pomocą immunocytochemii. Istnieją prace udowadniają-
ce złośliwy charakter wykrywanych komórek również na pozio-
mie molekularnym [16]. 
W ostatnim czasie obserwuje się dynamiczny rozwój metod 
molekularnych, które w sposób czuły i wysoce swoisty wspierają, 
a niejednokrotnie zastępują, dotychczasowe metody diagnostycz-
ne. Rozliczne protokoły oparte na technologii RT-PCR znajdują 
zastosowanie w wykrywaniu minimalnej choroby resztkowej 
(minimal residual disease) w raku piersi. Jednoznaczną analizę 
porównawczą tych procedur utrudniają znaczne różnice meto-
dyczne. Dodatkowo wiele metod opiera się na niezwykle wyma-
gających i czasochłonnych protokołach, których implementacja 
w rutynowej pracy laboratoryjnej wydaje się niemożliwa. Celem 
naszego badania było zatem opracowanie i wdrożenie powtarzal-
nej oraz szybkiej metody o wysokiej czułości i swoistości.
Wybór odpowiedniego markera
W ostatnich latach zaproponowane zostały liczne protokoły 
molekularnej diagnostyki rozsianych komórek rakowych. Po-
dobnie jak w przypadku immunocytochemii, większość metod 
wykorzystuje fakt, iż komórki pochodzące z raka piersi są z defi -
nicji komórkami nabłonkowymi i eksprymują markery epitelial-
ne, takie jak cytokeratyny, EGFR oraz EpCAM [17, 18]. 
Dodatkowo część autorów stosuje markery specyfi czne tkan-
kowo, takie jak mammoglobina, jednakże ich swoistość pozostaje 
kontowersyjna [19, 20]. Istnieją również doniesienia o wpływie 
białek ostrej fazy na poziom mammoglobiny oraz markera CEA 
[21, 22]. 
Wśród cytokeratyn do najlepiej przebadanych należy cytoke-
ratyna 19 [23-26]. Jej zaletą jest wysoka i stała swoistość ekspre-
sji [27]. Mniej specyfi czne cytokeratyny 8, 18 i 20 wykrywane są 
również w tkankach pozanabłonkowych, co może prowadzić do 
fałszywie dodatnich wyników [28-30, 22, 31]. Czułość RT-PCR 
dla mRNA cytokeratyny 19 oceniana jest w literaturze na 1–10 
komórek / 106 MNC [32, 33, 34, 35].
Preselekcja komórek
W celu zwiększenia czułości detekcji RKN w SK część grup 
badawczych korzysta z  procesów pozytywnej bądź negatywnej 
preselekcji, jak i wirowania w gradiencie gęstości. Metody te 
pozwalają na odseparowanie komórek zbędnych od frakcji po-
tencjalnych komórek rakowych i są z powodzeniem stosowane 
w kombinacji z immunocytochemią. Jednakże w przeciwień-
stwie do stabilnego białka w przypadku immunocytochemii, RT-
PCR bazuje na niestabilnym mRNA, a głównym ograniczeniem 
Tabela I. Wynik badania immunocytochemicznego oraz RT-PCR w poszczególnych grupach pacjentek.
Liczba pacjentek N
Wyniki    pozytywne 
w immunocytochemii
Wyniki pozytywne 
w RT-PCR
n % n %
Pierwotny rak piersi 331 117 35% 126 38%
     Pierwotnie operacyjny rak piersi 302 101 33% 112 37%
          Stadium I 207 71 34% 76 37%
          Stadium II 50 13 26% 19 38%
          Stadium III 33 14 42% 13 40%
          Stadium IV 12 3 25% 4 33%
     Po terapii neoadjuwantowej 29 16 55% 14 48%
Wznowa / Rak przerzutowy 19 11 58% 8 42%
Punkcja kontrolna 55 11 20% 8 15%
Wszystkie pacjentki 405 139 34% 142 35%
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Tabela II. Korelacja wyników immunocytochemii oraz RT-PCR w grupie 405 pacjentek.
Immunocytochemia
– wynik pozytywny
Immunocytochemia
– wynik negatywny
Wszystkie 
pacjentki
RT-PCR wynik pozytywny 85 (21%) 57 (14%) 142 (35%)
RT-PCR wynik negatywny 54 (13%) 209 (52%) 263 (65%)
Wszystkie pacjentki 139 (34%) 266 (66%) 405 (100%)
Tabela III. Korelacja wyników immunocytochemii oraz RT-PCR z czynnikami kliniczno-histologicznymi guza w grupie 302 pacjentek z pierwotnym rakiem piersi.
Cecha N
Wyniki pozytywne 
w ICC
Wyniki pozytywne 
w RT-PCR
n % wartość p n % wartość p
Wszystkie pacjentki 302 101 33% 112 37%
Lokalizacja guza n.s. n.s.
    Prawa pierś 149 50 34% 55 37%
    Lewa pierś 141 49 35% 51 36%
    Rak bilateralny 12 2 17% 6 50%
Stopień zróżnicowania n.s. n.s.
    G1 24 4 17% 7 29%
    G2 226 79 35% 82 36%
    G3 36 16 44% 17 47%
Typ histopatologiczny n.s. n.s.
    Przewodowy inwazyjny 175 59 34% 66 38%
    Zrazikowy inwazyjny 54 18 33% 21 39%
    Przewodowo-zrazikowy 34 13 38% 11 32%
    Inne 26 10 39% 10 39%
Stadium n.s. n.s.
    I 207 71 34% 76 37%
    II 50 13 26% 19 38%
    III-IV 45 17 38% 17 38%
Wielkość guza n.s. n.s.
    T1 208 67 32% 77 37%
    T2 84 29 35% 30 36%
    T3 8 5 63% 5 63%
    T4 2 0 0% 0 0%
Przerzuty w węzłach chłonnych n.s. n.s.
    Nie (N0) 219 71 32% 80 37%
    Tak 83 30 36% 32 39%
Przerzuty odległe n.s. n.s.
    M0 290 98 34% 108 37%
    M1 12 3 25% 4 33%
Lymphangiosis carcinomatosa n.s. n.s.
    L0 263 89 34% 98 37%
    L1 22 9 41% 8 36%
Receptor estrogenowy n.s. n.s.
    Negatywny 50 16 32% 19 38%
    Pozytywny 234 81 35% 88 38%
Receptor progesteronowy n.s. n.s.
    Negatywny 93 36 39% 29 31%
    Pozytywny 189 60 32% 78 41%
Receptor Her-2/neu n.s. n.s.
    Negatywny 237 83 35% 86 36%
    Pozytywny 36 9 25% 16 44%
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w jego izolacji jest powszechna w ludzkim organizmie obecność 
rybonukleazy. Zbyt długi odstęp czasu pomiędzy pobraniem szpi-
ku a rozpoczęciem RT-PCR prowadzić może zatem do degrada-
cji mRNA [36, 37]. Z tego względu zrezygnowaliśmy w naszym 
protokole z procedury selekcji komórek. 
RT-PCR
Analiza ilości produktu w czasie rzeczywistym (real-time) 
pozwala na monitorowanie kinetyki  w każdym cyklu prowadzo-
nej reakcji PCR. Metoda ta posiada wszystkie zalety konwencjo-
nalnej PCR, takie jak szybkość, wysoka czułość oraz powtarzal-
ność, a przy tym ze względu na ominięcie czasochłonnego etapu 
elektroforezy żelowej szczególnie nadaje się do rutynowej pracy 
diagnostycznej laboratorium onkologicznego. 
Jednym z komercyjnie dostępnych urządzeń do przeprowa-
dzania PCR w technice real-time jest system LightCycler. Jest 
to zamknięty system, w którym RT-PCR odbywa się w technice 
one-step. Oznacza to, iż reakcja odwrotnej transkryptazy i PCR 
przeprowadzane są w jednej probówce, co z kolei wymaga zasto-
sowania primerów specyfi cznych dla badanych sekwencji. Me-
toda jest dzięki temu szybsza, a zminimalizowana liczba etapów 
pozytywnie wpływa na powtarzalność oraz zmniejsza ryzyko 
kontaminacji do minimum.
Korelacja obu metod
W omawianej pracy przebadano szpiki kostne od 405 chorych 
na raka piersi pacjentek w różnych stadiach choroby. Wszystkie 
aspiraty poddane zostały zarówno standardowej metodzie wy-
krywania rozsianych komórek nowotworowych (immunocyto-
chemii), jak i nowej molekularnej metodzie opartej na RT-PCR. 
U 48% pacjentek przy pomocy przynajmniej jednej z metod wy-
kryto komórki nowotworowe w szpiku kostnym. U 73% obie me-
tody dały taki sam wynik (p<0,001). Podobne rezultaty uzyskali 
inni autorzy [26, 24, 38]. 
Ilość wyników pozytywnych w immunocytochemii oraz 
RT-PCR była zbliżona (odpowiednio 34% oraz 35%). Mimo to 
u 13% pacjentek tylko badanie immunocytochemiczne wykry-
ło komórki nowotworowe w szpiku kostnym (negatywny wynik 
RT-PCR), natomiast w 14% przypadków detekcja RKN możliwa 
była tylko z zastosowaniem metody molekularnej (przy negatyw-
nej immunocytochemii). W tym kontekście należy rozważyć roz-
maite aspekty czułości i specyfi czności obu metod oraz możliwe 
źródła tej rozbieżności. Bostick i wsp., a także Ko i wsp. opisu-
ją niski, lecz stały poziom ekspresji cytokeratyny w komórkach 
hematopoetycznych [39, 40]. Tym samym specyfi czność danej 
metody zależy bezpośrednio od jej czułości, gdyż podwyższona 
czułość może prowadzić do sytuacji, w której ta ekstremalnie ni-
ska ekspresja oceniona zostanie jako wynik (fałszywie) pozytyw-
ny. Wprowadzenie poziomu odcięcia (cut-off) stanowi rozsądne 
rozwiązanie, jednakże protokoły ilościowej, a nie jakościowej, 
techniki RT-PCR są znacznie bardziej czasochłonne i podatne na 
zakłócenia i jako takie z trudnością znajdują zastosowanie w ru-
tynowej pracy klinicznej. Ponadto podwyższona czułość nieko-
niecznie prowadzić musi do udoskonalenia metody diagnostycz-
nej. Wiedswang i wsp. pokazali na przykładzie 464 pacjentek, 
iż zastosowanie dodatkowych metod preselekcji komórek, a tym 
samym poprawienie czułości metody, nie podnosi jej skuteczno-
ści jako czynnika prognostycznego [2]. 
W naszym badaniu u 27% pacjentek zaobserwowano od-
mienne wyniki. Przyczyny tej rozbieżności wydają się złożone. 
Po pierwsze, przeciwciało w immunocytochemii skierowane 
jest przeciw cytokeratynom 8, 18 i 19, natomiast w przypadku 
RT-PCR dochodzi do amplifi kacji tylko mRNA cytokeratyny 19. 
Ponadto immunocytochemicznie pozytywne komórki znajdujące 
się w stanie „uśpienia” (dormancy) charakteryzują się zreduko-
wanym metabolizmem, a tym samym obniżoną syntezą mRNA 
[41]. Również apoptotyczne komórki nowotworowe mogą zostać 
ocenione jako immunocytochemicznie pozytywne, zwłaszcza je-
śli klasyfi kacja komórek nie odbywa się stricte wedle kryteriów 
morfologicznych. Ważnym źródłem fałszywych wyników w me-
todach molekularnych są pseudogeny. Pojęcie to odnosi się do 
nieaktywnych odcinków genomu, które wykazują daleko posu-
niętą zbieżność z genem funkcjonalnym, np. cytokeratyną. Dla 
CK19 opisano jak dotąd cztery pseudogeny (chromosomy: 4, 6, 
10 oraz 12). Ich sekwencja przypomina w 85% sekwencję genu 
funkcjonalnego [42]. Ruud i wsp. porównali sekwencję primerów 
wykorzystywanych w badaniach, których wyniki wskazywały na 
wysoki poziom ekspresji CK19 w grupach kontrolnych. 
Rycina 1. Skupisko komórek nowotworowych (ang. cluster) u pacjentki chorej na 
raka piersi. Komórki wykazują typową morfologię oraz immunofenotyp (dodatnie 
barwienie cytokeratynowe, duże jądro komórkowe, wysoki stosunek objętości 
jądra do cytoplazmy, jądro wykazuje częściowo pozytywne barwienie w kierunku 
cytokeratyny, ziarnista chromatyna w jądrze) [10].
Rycina 2. Wykres krzywej ampliﬁ kacji cytokeratyny 19 w systemie LightCycler. Na 
osi X pokazana jest ilość cykli (ang. PCR-cycle number), przy której PCR przechodzi 
w fazę ampliﬁ kacji. Intensywność ﬂ uorescencji oddaje oś Y. W tym przykładzie 
pięć próbek zostało ocenionych jako pozytywne, natomiast w przypadku sześciu 
aspiratów nie zaobserwowano ampliﬁ kacji cytokeratyny 19.
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W istocie w badaniach tych użyto niespecyfi cznych prime-
rów, które mogły amplifi kować zarówno poszukiwany gen, jak 
i pseudogeny [14]. Z tego względu primery oraz sondy hybrydy-
zujące w naszym badaniu zaprojektowane zostały tak, aby roz-
różniały DNA i cDNA oraz aby niemożliwa była przypadkowa 
amplifi kacja pseudogenów cytokeratyny 19.
Korelacja wyników z czynnikami kliniczno-histologicznymi
Najwięcej wyników pozytywnych z zastosowaniem immu-
nocytochemii uzyskano w grupie pacjentek ze wznową bądź 
przerzutami (58%). Wysoki odsetek pacjentek z minimalną cho-
robą resztkową wśród tej grupy odnotowują również inni autorzy 
[43]. 
Przy użyciu metody molekularnej RT-PCR najwięcej roz-
sianych komórek rakowych wykryto u pacjentek po terapii neo-
adjuwantowej (55%). Monitoring komórek rozsianych podczas 
terapii neoadjuwantowej pozwala ocenić jej skuteczność. Wysoki 
odsetek pacjentek z pozytywnym statusem szpikowym w tej gru-
pie po zakończeniu terapii opisuje m.in. Fehm i wsp. [44]. 
Należy jednak pamiętać, iż pacjentki zakwalifi kowane do te-
rapii neoadjuwantowej znajdują się w znacznie bardziej zaawan-
sowanym stadium choroby niż pacjentki pierwotnie operacyjne. 
Najmniej pacjentek z minimalną chorobą resztkową odnotowano 
w grupie bezobjawowych pacjentek z rakiem piersi w wywiadzie. 
Mimo to u 15-20% (zależnie od metody) wykryto komórki rako-
we w szpiku kostnym. Być może rokowanie tej grupy pacjentek 
Tabela V. Znaczenie prognostyczne metod molekularnych w diagnostyce rozsianych komórek rakowych w guzach litych.
Badanie Marker Materiał Liczba pacjentów
Odsetek wyników 
pozytywnych Znaczenie prognostyczne
Zach i wsp., 2002 [47] hMAM KO 467 11% OS
Benoy i wsp., 2006 [48] CK19, hMAM SK, KO 148 CK19: 28% w SK; 15% w KO.hMAM: 20% w SK i KO DFS, OS 
1
Stathopoulou 
i wsp., 2002 [32] CK19 SK, KO 198
KM: 63% 2, 74% 3;          
PB: 30% 2, 52% 3 DFS, OS 
4
Xenidis i wsp., 2006 [49] CK19 KO 167 5 22% DFS, OS
Ntoulia i wsp., 2006 [50] hMAM-A KO 140 15% DFS
Smith i wsp., 2000 [24] CK19 KO 22 6 50%
Korelacja obecności komórek 
rozsianych z odpowiedzią na 
leczenie
Sienel i wsp., 2007 [51] MAGE-A SK 50 7 52% DFS 5
Koch i wsp., 2006 [52] CK20 SK, KO 90 8 - DFS
Tabela IV. Porównanie standerdowej  metody  wykrywania rozsianych komórek nowotworowych (immunocytochemia) oraz nowej  metody molekularnej opartej na RT-PCR.
Immunocytochemia RT-PCR
Antygen / mRNA CK 8, 18, 19 CK19-mRNA
Cel („target”) Stabilne białko Niestabilne mRNA
Czułość 1-5 komórek / 106 MNC 5 komórek / 106 MNC
Specyfi czność
Wyniki fałszywie pozytywne: 1 / 100;
Przeciwciało specyfi czne przeciw 
epitopom nabłonkowym
Wyniki fałszywie pozytywne: 1 / 100;
Wysoce specyfi czna sekwencja 
primerów
Separacja komórek Tak (gradient gęstości) Nie
Czas trwania 2 dni 5 h
Czas obróbki ręcznej (Hand-on) 3 h 2,5 h
Koszt € 13,- / szpik € 35,- / szpik
Możliwość grupowania szpików w celu 
opracowania kilku na raz (Batching) Nie Tak
Możliwość długoterminowego przechowywania 
materiału
Nie (tylko gotowe preparaty-szkiełka 
mogą podlegać przechowywaniu) Tak
Komputerowa analiza danych Tak Tak
Możliwość powtórnej analizy danych Tak Tak
Analiza subiektywna Tak Nie
Wynik badania Wizualne przedstawienie barwionych komórek Krzywe amplifi kacyjne
Kryteria morfologiczne uwzględnione w analizie Tak Nie
S k r ó t y : 
SK – szpik kostny; KO – krew obwodowa; DFS (disease-free survival) – czas 
przeżycia bez objawów choroby; OS (overall survival) – czas przeżycia 
całkowitego;
1  zarówno CK19, jak i hMAM, ale tylko szpik kostny był istotny prognostycznie
2  stadium I-II raka piersi
3  pacjenci z przerzutami
4  analiza Follow-Up została przeprowadzona wyłącznie dla operacyjnego raka
   piersi i krwi obwodowej
5  niezajęte węzły chłonne
6  145 próbek od 22 pacjentów z przerzutami
7  rak oskrzeli
8  rak jelita grubego
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poprawiłyby dodatkowe strategie terapeutyczne mające na celu 
eliminację tych komórek (leczenie celowane) [45]. Jednym z me-
chanizmów leżących u podłoża fenomenu uśpionych (dormant) 
komórek rakowych wydaje się być krucha równowaga pomiędzy 
apoptozą a proliferacją tych komórek. Meng i wsp. udało się przy 
pomocy badań genetycznych (FISH) wykryć komórki rakowe 
w szpiku bezobjawowych pacjentek aż 22 lata po operacji raka 
piersi [46]. 
Immunocytochemiczna detekcja komórek rakowych w szpi-
ku kostnym uważana jest obecnie za niezależny czynnik rokow-
niczy w raku piersi [1]. Badania follow-up prowadzone były 
również przy użyciu metod molekularnych. Jednakże biorąc pod 
uwagę różnice metodyczne, trudno o zbiorczą metaanalizę tych 
danych. 
W tabeli V przedstawione są dotychczasowe badania przeży-
cia oparte na diagnostyce RKN metodami molekularnymi.
Wnioski
Reasumując, w niniejszej publikacji przedstawiamy nową 
molekularną metodę diagnostyki rakowych komórek rozsianych 
w szpiku kostnym  pacjentek z rakiem piersi opartą na RT-PCR. 
Metoda ta może uzupełnić dotychczasowe techniki diagnostycz-
ne i dostarczyć nowych informacji na temat choroby resztkowej. 
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